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(54) Massenspektrometrische Mutationsanalyse mit photolytisch spaltbaren Primern 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren einer massenspek- 
trometrischen Untersuchung von bekannten Mutations- 
stellen im Genom, beispielsweise SNPs {Single Nucleoti- 
de Polymorphisms), mit Hilfe des Verfahrens der be- 
schrankten Primerverlangerung. 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Primern, die 
einen photospaltbaren Linker besitzen. Der Linker stellt 
nahezu den gleichen Abstand in einem DNA-Strang her 
wie ein naturlicher DNA-Baustein (Nukleotid). Der Linker 
uberbruckt ein Basenpaar und verhindert weder die Hy- 
bridisierbarkeit noch die enzymatische Verlangerung. An- 
dererseits erlaubt er es, die Primer nach Verlangerung zu 
spalten, um so besser massenspektrometrisch nachweis- 
bare, kurze DNA-Fragmente zu erhalten. 
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Bcschreibung 

[0001] Die Erfindung betriffi ein Verfahren einer massen- 
spektromelrischen Untersuchung von bekannten Mutations- 
stellen im Genom, bcispiclsweisc SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphisms), mit Hilfe des Verfahrens der beschrankten 
Primerverlangerung. 

[0002] Die Erfindung betrifft die Verwendung von Pri- 
mem, die cinen photospaltbarcn Linker bcsilzen. Der Linker 
stellt nahezu den gleichen Abstand in einem DNA-Strang 
her wie ein naturlicher DNA-Baustein (Nukleosid). Der Lin- 
ker uberbriickt ein Basenpaar und verhindert weder die Hy- 
bridisierbarkeit noch die enzymalische Verlangerung. Ande- 
rerseits erlaubt er es, die Primer nach Verlangerung zu spal- 
ten, um so besser massenspektrometrisch nachweisbare, 
kurze DNA-Fragmente zu erhalten. 

Stand der Technik 

[0003] Gegenstand dieser Erfindung ist ein Verfahren zum 
Nachweis von konkreten mutativen Veranderungen der ge- 
nomischen DNA, wobei die Mutationsstelle an sich bckannt 
sein muss. Bei dicsen mutativen Scqucnzvcranderungcn 
kann es sich um einen Basenaustausch ("Punktmutation") 
handeln, um eine Einfugung von Nucleotiden ("Insertion") 
oder um das Fehlen von Nucleoliden ("Deletion"). Beson- 
ders bekannt geworden sind die Punktmutationen unter der 
Abkiirzung "SNP" (Single Nucleotide Polymorphisms). Fur 
den Menschen werden mindestens 3 Millionen haufiger vor- 
kommende SNPs vermutet, die den groBten Teil der indivi- 
duellen Unterschiedc zwischen den Menschen charakteri- 
sieren und die genetischen Individual an lagen steuern. 
[0004] Gewohnlich wird fiir ein Genom ein "Wildtyp" de- 
finiert, der als mutationsfrei angesehen wird. Gemessen an 
der Haufigkeit von Mutationen, beispielsweise SNPs, und 
an der Gleichberechtigung von mutiertem Typ (Mutante) 
und Wildtyp ist die Definition des Wildtyps willkiirlich oder 
zumindest rein zufallig. 

[0005] Nahezu alle Mutationen der DNA, darunter alle 
oben definierten Mutationen, erzeugen einen Untcrschied 
der Masse eines DNA-Ausschnitts, das diese Mutation ent- 
halt, gegeniiber der Masse des entsprechenden Ausschnitts 
des Wildtyps. Daher kann eine genaue Bestimmung der 
Masse eines DNA-Ausschnitts fur eine Bestimmung einer 
Mutation herangczogen werden. 

[0006] Massenspektrometrie ist eine sehr leistungsfahige 
Methode fur die Massenbestimmung von Biomolekulen. 
Die Ionen konnen massenspektrometrisch, beispielsweise in 
Flugzcitmassenspcktrometern mit Ionisierung durch matri- 
xunterstiitzte Laserdesorption (MALDI), auf ihre Masse hin 
analysiert werden. Aber auch eine Ionisierung durch Elek- 
trospruhen (ESI) kann angewendet werden, in der Regel 
dann mit Massenspektrometern anderer Art. 
[0007] Mit Polymerase-Kettenreaktionen (PGR = polyme- 
rase chain reaction) konnen unter Verwendung eines Paares 
von "Selektionsprimern", das sind Einzelstrang-Oligonu- 
cleotide mit einer Lange von etwa 20 Basen, in bekannter 
Weise ausgewahlte doppelstrangige DNA-Produkte mit ei- 
ner Mindestlange von etwa 40 Basenpaaren hergesteLlt wer- 
den. Durch die Wahl der Sequenzen dieser beiden Selekti- 
onsprimer kann man die Mutationsstelle cinschlicBen. 
[0008] Das nahcliegendc Verfahren, fur die Mutationsbc- 
stimmung einfach die Masse von PGR-vervielfaltigten 
DNA-Produkten massenspektrometrisch zu messen, hat sich 
als fast undurchfiihrbar herausge stellt, da sich eine prazise 
Massenbestimmung an DNA-Produkten mit mehr als 40 Ba- 
senpaaren Lange als praktisch unmoglich erwiesen hat. Die 
Griinde dafiir sind unten angegeben. Somit hat man nach 



Verfahren gesucht, die zu kiirzeren DNA-Fragmcntcn fuh- 
ren. Es ist dafur das Verfahren der beschrankten, mutations- 
abhangigen Primerverlangerung entwickelt worden, das zu 
verlangerlen Primem mit etwa 15 bis 25 Nucleotiden Lange 
5 fuhrt, aus dercn Masse die Art der Mutation besser bestimmt 
werden kann. 

[0009] Fiir dieses Verfahren werden zunachst durch Poly- 
merase-Kettenreaktionen (PGR = polymerase chain reac- 
tion) mil Hilfe eines Paares von Primarprirnern geniigend 

10 viele Kopien eines DNA-Segmentes erzeugt, die die Mutati- 
onsstelle enthalten. Diese DNA-Segmente dienen als Tem- 
plate (Kopiervorlagen) fur die enzymatische, mutationsab- 
hangige Verlangerung eines Sekundarprimers. Dieser Se- 
kundar- oder Verlangerungs-Primer wird im Folgenden der 

15 Einfachheit halber als "Primer" bezeichnet. Er kann mit ei- 
nem der beiden Selektionsprimer identisch sein; es ist je- 
doch besser, hier einen eigenen, nicht identischen Primer zu 
vcrwenden. 

[0010] Dieser Primer ist eine kurze DNA-Kette von etwa 
20 15 bis 20 Nucleotiden Lange, die als Erkennungssequenz fur 
die S telle einer moglichen Mutation fungiert. Der Primer 
wird synthetisiert, und zwar mit solch einer Basensequenz, 
dass er sich in der Nahe einer bekannten Punktmutations- 
stelle an den Templatstrang genau basenkomplementar anla- 
25 gern kann (man spricht bei dieser Art der Anlagerung von 
"Hybridisierung"). 

[0011] Im einfachsten Fall wird der Primer so konstruiert, 
dass er sich direkt benachbart vor der moglichen Mutations- 
stelle anlagert. Seine enzymatisch gesteuerte Verlangerung 

30 durch eine Polymerase wird unter Verwendung von Dide- 
soxy-Versioncn (ddNTP) der vier Desoxynukleosidtriphos- 
phate (dNTP, im einzelnen dATP, dGTP, dGTP, dTTP) 
durchge fuhrt. Diese Didesoxy-nukleosidtriphosphate 
(ddNTP, im einzelnen ddATP, ddGTP, ddGTP, ddTTP) die- 

35 nen als Terminatoren; ihr Einbau stoppt jede weitere Verlan- 
gerung. Welches der vier ddNTPs eingebaut wird, hangt von 
der Kopiervorlage des Template ab: hier spiegelt sich die 
Mutationsstelle komplementar wider. Die vier moglichen 
Terminatoren unterscheiden sich (wie die zugehorigen De- 

40 soxynuklcosidtriphosphate) um mindestens 9 bis maximal 
40 atomare Masseneinheiten. Aus der Bestimmung der 
Masse des so verlangerten Primers kann also - im Prinzip - 
auf die tatsachlich vorliegende Mutation geschlossen wer- 
den. Dieses Verfahren, das immcr zu Produkten mit einer 

45 gleichen Anzahl von Nucleotiden fuhrt, soil im Folgenden 
"Nucleotidzahl-gleiche Primerverlangerung" genannt wer- 
den. 

[0012] Leider ist die genaue Bestimmung der Masse von 
Oligonucleotiden schwierig. Aufgrund des Polyanionencha- 

50 rakters der DNA lagern sich besonders ieicht ubiquitar vor- 
kommende Natrium- oder Kaliumionen unterschiedlicher 
Anzahl an die Oligonucleotide an (Adduktbildung). Diese 
unbestimmt starke Adduktbildung macht jede genauere Be- 
stimmung der Masse auBerordentlich schwierig; zumindest 

55 erzwingt sie eine extrem gute Reinigung und eine sorgsam 
uberwachte Konstanz aller Verfahrensparameter. Die An- 
wendung der Nucleotidzahl-gleichen Primerverlangerung 
ist daher sehr schwierig, weil sie fehleranfallig ist. 
[0013] Es ist deswegen eine andere Art der mutationsab- 

60 hangigen Primerverlangerung entwickelt worden, bei denen 
der Masscnuntcrschied des DNA-Produkts zwischen den 
beiden homozygotcn Formen, also zwischen Wildtyp und 
Mutante, jeweils mindestens ein Nucleotid, also mindestens 
etwa 300 atomare Masseneinheiten betragt. Dieses Verfah- 

65 ren soil im Folgenden als "Nucleotidzahl-verschiedene Pri- 
merverlangerung" bezeichnet werden. 
[0014] Hier muss der Primer nicht unmittelbar neben der 
moglichen Mutationsstelle hybridisieren. Zwischen der Po- 
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sition dicscr moglichcn Mutation und dem 3-Ende dcs Pri- 
mers (an diesem Ende wird der Primer verlangert) darf die 
Sequenz des Templatstrangs aus maximal drei der vier Nu- 
cleotide zusammengesetzt sein. An der Mutationsposilion 
tritt ein wcitcrcs Nucleotid zum crstcn Mai auf. Mit Hilfc ei- 5 
ner Polymerase und eines besonderen Satzes von unmodifi- 
zierten Desoxy-Nucleosidtriphosphaten (dNTP), komple- 
mentar zu den Nucleotiden, die bis zur Punktmutauonsposi- 
Uon maximal auftrcten, und mindcstcns cincs Didesoxy-nu- 
cleosidtriphosphats (ddNTP), komplementar zu mindestens 10 
einem der moglichen Nucleotide der polymorphen Position, 
wird der Primer dann am Templat komplementar kopierend 
verlangert. Ein Didesoxy-nucleosidtriphosphat beendet 
("terminiert") die Kettenverlangerung. Je nach An- oder Ab- 
wesenheit der Punktmutation wird die Polymerasereaktion 15 
auf der Mutationsposition terminiert oder sie terminiert erst 
bei dem nachsten, einem Terminator entsprechenden Nu- 
cleotid, jenseits der potentiellen Mutationsstelle. Die Vcr- 
langerungsprodukte von Wildtyp und Mutante unterschei- 
den sich bei dieser Nucleotidzahl-verschiedenen Primerver- 20 
langerung also in ihrer Lange um mindestens ein Nucleotid, 
also um mindestens etwa 300 atomaren Masseneinheiten. Es 
ist damit kcine hohe Masscngenauigkcit fur die Bestim- 
mung des Mutationstyps mehr erforderlich, und der Unter- 
schied zwischen den Massen der Mutation und dem Wildtyp 25 
liegt ausserhalb des Bereichs von Metallionen-Addukten; 
damit wird die massenspektrometrische Aufgabe ganz wc- 
sentlich erleichtert. 

[0015] Dieses Verfahren der Nucleotidzahl-verschiedenen 
Primerverlangerung ist etwas aufwendiger in der Proben- 30 
vorbereilung, da fur jedc der vier Arten von Nucleobasen an 
der Mutationsstelle eine eigene Mischung von dNTPs und 
ddNTPs anzuwenden ist. Nachteilig ist auch die geringere 
Multiplexierbarkeit: es lassen sich in einer einzigen Probe 
nicht gleichzeitig so viele Mutationen nachweisen, wie dies 35 
im erstbeschriebenen Verfahren der Nucleotidzahl-gleichen 
Primerverlangerung moglich ist. Die Multiplexierbarkeit ist 
auch dadurch eingeschrankt, dass fiir die zu kombinierenden 
Einzelreaktionen ein kompatibles Set an dNTPs und Termi- 
natoren gefunden werden muB. Das Verfahren hat abcr den 40 
Vorteil, unempfindlicher gegen Spuren von Verunreinigun- 
gen und gegen Nichtkonstanz der Messbedingungen zu sein. 
Ein weiterer Vorteil ist es, die Anlagerungsstelle des Primers 
frcicr auswahlcn zu konnen, und daher die Moglichkeit zu 
haben, durch das Design dcs Primers immer die gleichen 45 
Prozessbedingungen fiir die Verlangerung einhalten zu ktin- 
nen. 

[0016] Das MALDI-Praparauons- und Mess verfahren be- 
steht darin, dass zunachst die Analytmolekiile auf einem 
Probentrager in eine feste, UV-absorbierende Matrix, meist 50 
eine organische Saure, eingebettet werden. Der Probentra- 
ger wird in die Ionenquelle eines Massenspektrometers ein- 
gefuhrt. Durch einen kurzen Laserpuls von etwa 3 Nanose- 
kunden Lange wird die Matrix ins Vakuum verdampft; das 
Analytmolekul wird dabei weitgehend, aber leider nicht vol- 55 
lig unfragmentiert in die Gasphase befordert. Durch StoBe 
mit gleichzeitig entstchenden Matrixioncn wird die Ionisa- 
tion des Analytmolekuls erreicht. Eine angelegte Spannung 
beschleunigt die Ionen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund 
ihrer verschiedenen Massen werden die Ionen in der Ionen- 60 
quelle auf untcrschiedlichc Geschwindigkeitcn beschleu- 
nigt. Kleinerc Ionen erreichen den Detcktor fruhcr als gro- 
Bere. Die gemessene Flugzeit wird in die Masse der Ionen 
umgerechnet. 

[0017] MALDI eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von 65 
Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nucleinsaureket- 
ten ist etwas schwieriger. Fiir kurzkettige Nucleinsauren ist 
die lonisierung im MALDI-ProzeB etwa 100-mal geringer 
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als fur Peptide und nimmt mit zunehmendcr Masse uberpro- 
portional ab. Der Grund dafiir liegt darin, daB fur die Ionisa- 
tion von Peptiden und Proteinen lediglich ein einziges Pro- 
ton eingefangen werden muB. Fiir Nucleinsauren, die ein 
vielfach ncgativ geladencs Zuckcr-Phosphatriickgrat haben 
(pro Nucleotid eine negative Ladung), ist der Ionisationpro- 
zeB durch die Matrix wesentlich ineffizienter. Die nachzu- 
weisenden DNA-Segmente (die verlangerten Primer) miis- 
sen also moglichst kurz sein, um gut nachgewicsen werden 
zu konnen. 

[0018] In ahnlicher Weise kann auch eine Ionisierungsme- 
thode verwendet werden, die von einer Losung der Proben 
ausgeht. Sie wird Elektrospriihen (ESI = electro spray ioni- 
zation) genannt. Sie eignet sich ebenfalls ausgezeichnet fur 
Peptide und Proteine, und hat ahnliche Schwierigkeiten mit 
Oligonucleotiden. Auch hier mussen die nachzuweisenden 
Oligonucleotide moglichst kurz sein. 

[0019] Fiir MALDI spielt die Wahl der Matrix eine wich- 
tige Rolle. Fiir die Desorption von Peptiden gibt es einige 
sehr leistungsfahige Matrices, die eine sehr feine Kristallisa- 
tion ergeben. Fiir DNA sind zwar mittlerweile einige effek- 
tive Matrices gefunden worden, jedoch wurde dadurch der 
Empfindlichkcitsunterschied zu Proteinen nicht verringert. 
[0020] Dieser Empfindlichkeitsunterschied kann aber ver- 
mindert werden, indem die DNA chemisch so modifiziert 
wird, daB sie einem Peptid ahnlicher wird. Wie in 
WO 96/27681 (Gut und Beck) dargelegt, lassen sich bei- 
spiels weise Phosphorothioat-Nucleinsauren, bei denen die 
Phbsphat-durch Thiophosphat-Gruppierungen substituiert 
sind, durch einfache Alkylierung in eine iadungsneutrale 
DNA umwandeln. Diese Iadungsneutrale DNA-Modifika- 
tion kann wie ein Peptid ionisiert werden. Adduktbildungen 
und Fragmentierungen finden kaum mehr statt. 
[0021] Zusatzlich zur Neutralisation kann auch eine ein- 
zelne positiv oder negativ geladene Gruppierung ("charge 
tag") an diese modifizierte DNA kovalent angebunden wer- 
den. Diese Ankopplung einer Ladung erlaubt die Verwen- 
dung von nicht- pro tonierenden Matrices; sie resultiert 
gleichzeitig in der Steigerung der Empfindlichkeit der modi- 
fizicrten DNA und in einer Unterdruckung der lonisierung 
von Verunreinigungen, die keine Ladung tragen. 
[0022] Durch diese Modifikationen hat sich auch die 
Moglichkeit eroffnet, ahnliche Matrices zu benutzen, wie 
sie fiir die Desorption von Peptiden verwendet werden. Fiir 
Produkte mit Charge Tags konnen sogar nichtprotonicrendc 
Matrixsubstanzen verwendet werden. Ein weiterer Vorteil 
des "charge tagging" ist die erhohte Stabilitat der Analyse 
gegen uber Verunreinigungen, die den Nachweis unmodifi- 
zicrter DNA-Analyte stark erschweren. Aber auch fur diese 
modifizierten Oligonucleotide hat es sich als giinstig erwie- 
sen, die nachzuweisenden Segmente moglichst kurz zu hal- 
ten. 

[0023] Fiir die Verkiirzung der Oligonucleotide ist ein 
Verfahren entwickelt worden, in dem ein Teil des verlanger- 
ten Primers enzymatisch verdaut wird. Dies kann erreicht 
werden, indem nur eine kurze Kette von Nucleotiden am 3'- 
Ende des zu verlangcrndcn Primers mit Thioatgruppierun- 
gen versehen wird, wahrend die Mehrzahl der Nucleotide 
nicht modifiziert wird. Die regularen Nucleotide konnen 
dann mit Exonucleasen (Phosphodiesterasen) verdaut wer- 
den, wahrend die Phorphorothioate gegenuber einem Ver- 
dau rcsistcnt sind. Der Exonuclcasevcrdau nimmt eine bc- 
trachdiche Zeit in Anspruch und verlauft nicht immer quan- 
titativ. 

[0024] Es wird daher immer noch nach Proben vorberei- 
tungsverfahren fiir massenspektrometrische Mutationsana- 
lysen gesucht, die einfacher und sicherer handzuhaben sind. 
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Aufgabe der Erfindung 

[0025] Es ist die Aufgabe der Erfindung, ein vereinfachtes 
und sicheres Verfahren fur die schnelle Aufbereitung von 
DNA-Proben fur die masscnspektrometrischc Untersuchung 
von Genmaterial auf vorbekannte Mutadonen mil dem Po- 
tential zu hoher Multiplexierbarkeit zu finden. 
[0026] Fur diese Aufgabe ist es giinstig, die Kettenpro- 
duktc so kurz wie moglich zu machen, indein der ubcrwie- 
gende Teil des Primers, der keine Information iiber die Mu- 
tation liefert, aus den Kettenprodukten entfemt wird. Da- 
durch wird das Molekulargewicht der DNA-Kettenprodukte 
klein und die Prazision der Massenbestimmung steigt. Es ist 
weiterhin giinstig, die DNA-Kettenprodukte, die im Mole- 
kulargewicht die Information iiber die untersuchte Mutation 
tragen, weitgehend zu neutralisieren und dartiberhinaus ge- 
zielt mit einer ladungstragenden Gruppierung zu versehen, 
um sie im MALDI- oder auch im ESI-Prozess bevorzugt mit 
hoher Empfindlichkeit und selektiv vor anderen Bestandtei- 
len der PCR-Reaktionsldsung ionisieren zu konnen. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

[0027] Die Erfindung besteht darin, beim Verfahren der 
Primerverlangerung nicht mit den normalerweise verwende- 
ten Primern zu arbeiten, sondern mit wie folgt modifizierten 
Primcrn: Die Primer enthalten, etwa einigc Nucleotide von 
dem zu verlangernden 3'-Ende entfemt, einen photospaltba- 
ren Linker, der in seiner GroBe naherungs weise eine Nu- 
cleobase iiberbriickt und dabei weder die Hybridisierung an 
das PCR-verviclfaltigte Templat noch die enzymatische 
Verlangerung des Primers wesentlich verhindert. Dieser 
Linker wird nach der mutationsabhangigen Verlangerung 
des Primers durch UV-Licht gespalten. Dabei entstehen als 
massenspektromelrisch zu vermessende Produkte sehr 
kurze Spaltstucke des verlangerten Primers, wobei die kur- 
zen Spaltstucke die Information iiber die Mutation enthal- 
ten. Die Lange der Primerspaltstiicke kann zwischen etwa 
vier bis zehn Basen frei gewahlt werden; damit werden die 
zu messenden DNA-Produktc etwa 1200 bis 3000 atomare 
Masseneinheiten schwer. Das ist der giinstigste Massenbe- 
reich sowohl fiir MALDI- wie auch fur ESI-Massenspektro- 
meter. Diese Primerspaltstiicke lassen sich massenspektro- 
mctrisch sehr gut untcrsuchen, besonders wenn die unten 
angegeben wcitercn Modifikationen eingesctzt werden, wo- 
bei sowohl MALDI wie auch ESI eingesetzt werden kann. 
[0028] Als photospaltbare Linker konnen dabei insbeson- 
dere Bausteine aus der Verbindungsklasse der o-Nitroben- 
zyl-Derivatc eingesetzt werden. Nach Uberfuhrung der o- 
Nitrobenzyl-Derivate in aktivierte Phosphoramidite, konnen 
sie in jeder beliebigen Position eines Primers eingbaut wer- 
den. o-Nitrobenzyl-Derivate storen die Hybridisierung nicht 
und senken nur minimal die optimale Hybridisierungstem- 
peratur wahrend einer DNA-Polymerasereaktion. Sie wer- 
den von verschiedenen Polymerasen als nichtstorend akzep- 
tiert. Die Synthese sowie der Mechanismus von photospalt- 
barcn l-(2-Nitrophcnyl)ethylestern diverser Phosphate und 
Thiophosphate wurden bereits von Ordoukhanian und Tay- 
lor eingehender untersucht (J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 
9570-9571). 

[0029] Werden zwischen dem Linker und dem 3-Endc des 
Primers Phosphorothioat-Nucleotide eingesctzt, so konnen 
diese vor oder nach der Photospaltung alkyliert werden und 
ergeben so als Produkte kurze modifizierte Oligomere mit 
"peptidahnlichen Eigenschaflen" bzgl. MALDI-MS. Die 
mutationsabhangige Primerverlangerung kann fur dieses 
Verfahren sehr einfach mit vier ddNTPs erfolgen (Nucleo- 
tidzahl-gleiche Primerverlangerung), da sich die Masse die- 



ser "peptidahnlichen Produkte" sehr gut bestimmen lasst, 
und die neutralisierten Molekiile keine Metal lionenaddukte 
bilden. Damit sind die Unterschiede von 9 bis 40 atomaren 
Masseneinheiten leicht bestimmbar. 

5 [0030] Werden a-lTrio-didesoxynuclcosid-Triphosphate 
(a-S -ddNTPs) als Terminatoren verwendet, die nach der 
Verlangerung wie die Phosphorothioat-Nucleotide alkyliert 
werden, so ist es moglich, die Produkte im negativen Be- 
triebsmodus eines Masscnspcktromctcrs zu messen, da der 

10 Photolinker beim Zerfall eine doppelt negativ geladene 
Phosphatgruppe am 5'-Ende des zu messenden Oligomers 
generiert. Da in der Gasphase eine negative Ladung der 
Phosphatgruppe durch die saure Matrix (z. B. 3-HPA) neu- 
tralisiert wird, entsteht letztendlich ein einfach negativ gela- 

15 denes Oligomer, das sozusagen als mit einem negativen 
Charge T^g versehen angesehen werden kann. Es ist auch 
moglich, sich der Methode des positiven Charge Tags zu be- 
dienen. Die Ladung kann beispielsweise durch Binden einer 
positiv geladenen Gruppe an den terminierenden Ct-S- 

20 ddNTPs angebracht, aber auch an einem der Phosphorot- 
hioat-Nucleosid-Bausteine des Primers gebunden sein. Zur 
Einfuhrung der positiven Ladung dienen beispielsweise 
quartare Ammoniumsalze. 

[0031] Durch die hohere Stabilitat und die Adduktfreiheit 

25 der bis auf die Charge Tags neutralisierten DNA-Produkte 
ergeben sich viel scharfere Massensignale mit verbessertem 
Signal-zu-Rausch- Verhaltnis; die Empfindlichkeit ist gestei- 
gert und die Massenbestimmung wird erleichtert. 
[0032] Diese ladungsneutralisierten Abwandlungen des 

30 Verfahrens der Nucleotidzahl-gleichen Primerverlangerung 
sind daher besonders auch fiir die Multiplcxierung gecignet; 
dabei werden in einer Probe gleichzeitig mehrere mogliche 
Mutadonen untersucht, die durch die Wahl der Lange der er- 
zeugten DNA-Produkte, aber haufig sogar bei gleicher An- 

35 zahl von Nucleotiden, leicht unterscheidbar sind. Dieses 
Verfahren der Multiplexierung ist dem Fachmann an sich 
bekannt; hier ist es jedoch besonders giinstig einzusetzen, da 
der an sich dramatische Empfindlichkeitsabfall normaler 
DNA-Produkte mit ihrer Lange durch die Neutralisierung 

40 rcduziert ist, und damit der parallele Nachweis der verschie- 
denen Produkte erleichtert wird. Durch die Verschiebung 
der Produktmassen in einen Bereich erhohter Aufiosung ist 
ausserdem eine engere Staffelung dieser Produktmassen in 
Multiplex -Rcaktionen moglich. 

45 [0033] Natiirlich kann auch das Verfahren der Nucleotid- 
verschiedenen Primerverlangerung in der beschrieben 
Weise mit Hilfe von photospaltbaren Linkem verbessert 
werden. Weiterhin ist es moglich, durch die beschriebene 
photolytische Vcrkiirzung der Reaktionsprodukte die Nu- 

50 cleotidzahl-gleiche Primerverlangerung ohne weitere che- 
mische Modifikationen mit erhohter Zuverlassigkeit und 
Multiplexierbarkeit durchzufuhren, da die sehr kurzen 
DNA-Molekule durch wesentlich verringerte Anzahl von 
negativen Ladungen deutlich weniger zur Adduktbildung 

55 neigen. 

[0034] Primer lassen sich - wie dem Fachmann bekannt - 
auch mit Biotin am 5-Endc hcrstellen. Mit biotinyiiertcn 
Verlangerungsprimern der erfindungsgemaB Hnker-enthal- 
tenden Art konnen die Reinigungsprozesse vereinfacht wer- 

60 den. Die Probenlosungen mit den verlangerten Primem wer- 
den beispielsweise auf besondere Ankcrflachcn des massen- 
spektrometrischen Probcntragers aufpipcttiert. Diese An- 
kerfliichen sind mit kovalent an die Trageroberflache gebun- 
denem Streptavidin belegt. Die biotinylierten Enden der 

65 Produkte binden in bekannter Weise an das Streptavidin. 
Der Probentrager mit den aufgebrachten Proben kann jetzt 
in einfacher Weise gewaschen werden, wobei die Polyme- 
rase, die uberschiissigen ddNTPs, die Puffer aus den ver- 
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wcndctcn Losungcn, die Template und Vcrunreinigungcn 
gemeinsam aus alien Proben entfernt werden konnen Nach 
dem Trocknen der Probentragerplatte konnen die Produkte 
photolytisch gespalten werden. Alternativ kann die Anbin- 
dung der biotinylicricn OLigos auch an andcre Strep tavidin- 5 
beschichtete Oberflachen erfolgen, etwa in Mikrouterplat- 
ten. Die Spaltprodukte werden dann mit einer Matrixlosung 
aufgenommen, mit der Matrixsubstanz durch Trocknen aus- 
kristallisicrt und massenspektrometrisch gemessen. 
[0035] Ausser der Biotin/Streptavidin-Wechselwirkung to 
sind auch andere Mechanismen zur Anbindung des linker- 
tragenden Primers an eine Oberflache denkbar, zum Bei spiel 
durch die Reaktion einer 5'- Aminogruppe am Oligomer. 

Besonders giinstige Ausfuhrungsformen 15 

[0036] Eine giinstige Ausfuhrungsform basiert auf einem 
biotinylierten Primer mit erfindungsgcmaB photos paltbarem 
Linker, der genau urn eine Base verlangert wird. Das Verfah- 
ren besteht aus folgenden Schritten: 20 
Es werden zunachst die Selektions- oder Primarprimerpaare 
fur die PCR-Vervielfaltigung eines DNA-Produkts ausgc- 
sucht, hergestcllt oder gekauft: Diese Primarprimer schlie- 
Ben die mogliche Mutationsstelle (oder sogar rnehrere) rela- 
tiv weitraumig ein. Sie werden, eventuell mit Hilfe entspre- 25 
chender Softwareprogramme, so ausgesucht, dass die PCR- 
Vcrviclfaltigung mit Standard verfahrcn ablaufen kann, das 
heiBt, mit gleichen Verfahrensparametem fur alle Proben. 
Die Primer konnen unter Angabe der Sequenz bei speziali- 
sierten Firmen bestellt werden. Mit diesen Selektionspri- 30 
merpaaren werden genugend Template hergestcllt, die als 
Kopiervorlagen fur die Primerverlangerung dienen. 
[0037] Sodann werden die Verlangerungs- oder Sekundar- 
primer bestimmt. Sie mussen direkt neben der moglichen 
Mutationsstelle anlagem konnen. Sie enthalten ein bioliny- 35 
liertes 5'-Ende, eine Kette von etwa 10 bis 17 normale Nu- 
cleotide, einen erfindungsgemaB photospaltbaren Linker, 
und etwa 3 bis 7 weitere Nucleotide bis zum 3-Ende. Diese 
Primer konnen unter spezialisierten Angaben (rnoglicher- 
weise unter Zulieferung der Linkertriphosphate) ebenfalls 40 
von spezialisierten Firmen hergestellt werden. 
[0038] Nach der PCR-Vervielfaltigung einer DNA-Se- 
quenz mit den selektierenden Primerpaaren wird die PCR- 
Losung von den dNTP-Bausteinen gereinigt, beispielsweise 
durch enzymatischen Verdau der dNTPs mit an sch lie Bender 45 
thermischer Deaktivierung der Verdauenzyme. Nach Zug- 
abe der Verlangerungsprimer und der terminierenden 
ddNTPs und einer geeigneten DNA Polymerase wird durch 
die ubiichen Temperaturzyklen rnit der Verlangerung der 
Primer begonnen. Der Temperaturzyklus fur die Verlange- 50 
rung wird rnehrere Male wiederholt, da die Verlangerung 
nicht immer im ersten Schritt gelingt. 

[0039] Sind die Verlangerungsprimer weitgehend durch 
den Verlangerungsprozess aufgebraucht, so wird die unge- 
reinigte PCR-Losung mit den verlangerten Primern mit ei- 55 
nem Bindungspuffer gemischt und auf die mit Streptavidin 
bclegten Anker der Probentragerplatte aufpipettiert, wobei 
die biotinylierten Enden der verlangerten Primer an das 
Streptavidin binden. Durch entsprechendes Waschen kon- 
nen nun alle Bestandteile der PCR-Losung, die Puffer, die 60 
unverbrauchtcn ddNTPs, die Template, die rcstlichen Pri- 
marprimer, die Enzyme und Salze durch gemcinsames Wa- 
schen aller Proben entfernt werden. Es konnen viele ver- 
schiedene Proben auf eine Tragerplatte aufgebracht und 
gleichzeit gewaschen werden. Die Probentragerplatte wird 65 
anschlieBend getrocknet. Die getrocknete Probentrager- 
platte wird nun mit UV-Licht bestrahlL, um die Linker zu 
spalten. Die Spaltungsprozedur dauert je nach Starke des 



453 A 1 

8 

UV-Lichts etwa 5 bis 30 Minutcn. AnschlieBend wird eine 
Losung von 3-Hydroxypicolinsaure als Matrixsubstanz auf- 
gegeben, und die Platte wird wieder getrocknet. Dabei kri- 
stallisiert die Matrix aus, die von den Primern abgetrennten 
DNA-Endprodukte werden in die Kristallchen eingebaut. 
Die Proben auf dem Probentriiger werden der massenspek- 
trometrischen MALDI- Analyse zugefuhrt. Durch die Laser- 
lichtpulse wird ein Teil der Matrix zusainmen mit Analyt- 
molekiilen vcrdampft, durch Obertragen von Protonen von 
der 3-HPA-Matrix auf die DNA-Molekiile entstehen vor- 
zugsweise einfach positiv und einfach negativ geladene Mo- 
lekiile. Deren Masse kann im MALDI-TOF Massenspektro- 
rneter in der entsprechenden Betriebsart bestimmt werden. 
Die Messung endet in einer Bestimmung der Masse und dar- 
iiberhinaus in der Zuordnung der Probe zu Wildtyp oder be- 
kannter Mutante. 

[0040] In ahnlicher Weise kann die Proben vorbereitung 
fur die massenspektrometrische Untcrsuchung mit Elektro- 
spriih-Ionisierung ablaufen. Hierbei werden die Proben 
nicht getrocknet, alle Verfahrensschritte laufen in Losung 
ab. Eine Bindung an oberflachengebundenes Streptavidin 
kann beispielsweise in an sich bekannter Weise unter Bcnut- 
zung von magnetischen Kugelchen (magnetic beads) oder 
Mikrotiterplattenkavitaten erfolgen, an deren Oberflache 
das Streptavidin gebunden ist. Zum Waschen der Produkte 
lassen sich die magnetischen Kugelchen magnetisch an der 
Wand der ReinigungsgcfaBe, beispielsweise Mikrotiterplat- 
ten, festhalten. 

[0041] Eine andere Verfahrensversion verwendet Primer, 
die am 3-Ende rnehrere Phosphorothioate enthalten, termi- 
nierende a-Thio-didesoxynucleosidtriphosphate und eine 
sich der Primerverlangerung anschliessende Alkylierung 
der Phosphorothioate zur Neutralisierung der zu messenden 
DNA-Fragmente. Es ist dann besonders giinstig, solche Nu- 
cleosiduiphosphat-Derivate zu verwenden, die bereits mit 
einer positiv geladenen Gruppe, beispielsweise einer quarta- 
ren Ammoniumgruppierung, als Charge Tag versehen sind. 
Die ladungstragende Gruppe kann aber auch an den Phos- 
phorothioat-Nucleotiden des Verlangerungsprimers ange- 
bracht sein, besonders giinstig an der zwciten, dritten oder 
vierten Base vom 3-Ende aus gezahlt. In einer solchen Ver- 
fahrensweise eriibrigt sich die Fixierung, Reinigung und 
Photospaltung an fester Phase, da die neutralisierten und mit 
cincm Charge Tag vcrschenen, durch Photospaltung ver- 
kurzten DNA-Fragmente durch die um den Faktor 100 ge- 
steigerte Sensitivitat ohne weitere Reinigung aus dem Reak- 
tionsansatz gemessen werden konnen. 
[0042] Das Verfahren besteht aus folgenden Schritten: 
Es werden zunachst wieder die Selektions- oder Primarpri- 
merpaare fur die PCR-Vervielfaltigung eines DNA-Pro- 
dukts so ausgewahlt, daB das entsprechende PCR-Amplifi- 
kationsprodukt die S telle der Mutation enthalt. Dann wer- 
den die Verlangerungs- oder Sekundarprimer bestimmt. Sie 
mussen direkt neben der moglichen Mutationsstelle anla- 
gern konnen. Sie enthalten am 5 -Ende eine Kette von etwa 
10 bis 17 normale Nukleotide, danach einen erflndungsge- 
maB photospaltbaren Linker, und etwa 3 bis 7 weitere Nu- 
kleotide bis zum 3-Ende. Die Bausteine 5* und alle Bindun- 
gen 3' vom photospaltbaren Linker sind Phosphorothioate. 
[0043] Nach der PCR-Amplifikation der DNA-Zielse- 
quenz werden die rcstlichen dNTPs durch enzymatischen 
Verdau entfernt, anschliessend das Verdaucnzym thermisch 
desakuviert. Es werden Verlangerungsprimer, terminierende 
ddNTPs, eine geeignete DNA-Polymerase (z. B. Thermose- 
quenase) und ein an das Enzym angepasster Puffer zugege- 
ben. In einem mehrfach wiederholten Temperaturzyklus 
wird die spezifische Verlagerung des Primers durchgfuhrt. 
Zur Verlangerung werden vorzugs weise a-Thio-didesox- 
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ynuclcosidtriphosphatc (ct-S-ddNTPs) verwandt. Anschlies- 
send werden die Phosphorothioatbindungen durch Alkylie- 
rung neutralisiert. Nach Aufbringen der Losung auf eine mit 
Matrix vorbeschickte TragerpLatte wird diese mit UV-Licht 
bcstrahlt, wobci der photospaltbare Linker zcrfallt. Durch 
den Zerfall kann eine Phosphatgruppe am 5'-Ende des alky- 
lierten Phosphorothioat- Fragments verbleiben, welches den 
Molekiilen eine doppelt negative Ladung verleiht. So kann 
die Masse im MALDI-TOF Masscnspcktrometer im Nega- 
tivmodus bestimmt werden, da in der Gasphase eine nega- 
tive Ladung der Phosphatgruppe durch die saure Matrix 
(z. B. 3-HPA) neutralisiert wird. Alternativ kann innerhalb 
des Phosphorothioatanteils des Verlangerungsprimers eine 
positive Ladung ("Charge Tag") angebracht werden und die 
Produkte im positiven Modus gemessen werden. 
[0044] Die Erfindung ist aber nicht auf die Nucleotidzahl- 
gleiche Primerverlangerung beschrankt, sondem kann auch 
auf die Nuclcotidzahl-verschiedenc Primerverlangerung an- 
gewandt werden. Auch hier fuhrt der photospaltbare Linker 
zu einer Vereinfachung des Verfahrens. Moglich ist auch 
hier wieder die Variante mit einem Primer, der teilweise 
Phosphorothioatbindungen cnthalt und nach der Verlange- 
rung, durch Alkylicrung neutralisiert wird. 
[0045] Ein giinstiges Verfahren kann hier so aussehen: 
Fur die erste PCR-Vervielfachung sind die Selektionsprimer 
naturgemaB so zu wahlen, daB sich die zu untersuchenden, 
bekanntcn Punktmutationen, Insertionen und Delctioncn in- 
nerhalb des erzeugten PCR-Produktes befinden. 
[0046] Es ist gunstig, anschlieBend die Restnucleotide der 
PCR-Amplifikation durch an sich bekannte Verfahren zu 
cntfernen, z. B. durch ein "nucleotide removal Kit" der 
Firma QIAGEN. Alternativ konnen die Restnucleotide mit 
einer alkalischen Phosphatase zersetzt und die Losung ohne 
weitere Aufreinigung weiterverarbeitet werden. 
[0047] AnschlieBend wird auBer den erfindungsgemaB mit 
Linker versehenen, am Ende Phosphorothioatbindungen 
enthaltenen Verlangerungsprimem ein reduzierter Satz von 
modifizierten Desoxy-nucleosidtriphosphaten (z. B. a-S- 
Nucleotide oder a-Me-Nucleotide) zugegeben, in dem das- 
jenige Nucleotid fehlt, bei dem die Kcttcnvcrlangerung spc- 
zifisch fur die Mutation anhalten soli. Dieses Ende muB so 
gewahlt werden, daB das Molekulargewicht der Produkt- 
kette iiber die Art der Mutation Auskunft gibt. Erganzend 
konnen ein oder mehrcre terminierende Didesoxy-Nuclco- 
sidtriphosphate zugegeben werden, die nicht als Dcsoxy-nu- 
cleosidtriphosphat vorhanden sind. Dadurch wird erreicht, 
daB sich mutationsspezifische Kettenabbruchprodukte bil- 
den. 

[0048] Die a-S-Nuclcotide lassen sich nach ihrem Einbau 
in die DNA-Kette durch die Polymerisation leicht neutrali- 
sieren, beipielsweise durch Alkylierung, insbesondere Me- 
thylierung. 

[0049] Es ist zweckmaBig, daB die Verlangerungsprimer 
bereits positive Charge Tags tragen. Das Charge Tag wird 
vorzugsweise nahe am 3'-Ende des Primers angebracht und 
das Zucker-Phosphatriickgrat wird zwischen dem 3'- Ende 
und dem Charge- Tag so gewahlt, daB es ladungsneutralisiert 
werden kann. 

[0050] An je einen Strang der als Template dienenden 
PCR-Produkte werden nun die neu zugegebenen Verlange- 
rungsprimer angelagert und anschlieBend enzymalisch ko- 
picrend vcrlangcrt. 

[0051] Danach werden die DNA-Kettenprodukte durch 
Photolyse der Linker mit UV-Licht verkiirzt. Es folgt die 
chemische Aufbereitung, die zu neutralierten und mit 
Charge-Tag versehenen Produkten fuhrt, die sich besonders 
leicht durch MALDI ionisieren lassen. 
[0052] Der Einsatz von Charge-Tags ist natiirlicherweise 



nur sinnvoll im Zusammenhang mit der Entfernung von al- 
ien Restladungen aus den DNA-Produkten, da nur in diesem 
Fall ein vollstandig definierter Ladungszustand des Analyt- 
molekiils erreicht wird. Durch dieses Charge-Tagging und 
5 durch eine Ladungsneutralisicrung der Rest-DNA wird er- 
reicht, dass die Empfindlichkeit 100-mal verbessert wird, 
und dass Matrices verwendet werden konnen, welche selek- 
tiv die ionisierende Desorption dieser Modifikationen unter- 
stiitzen, so daB die massenspektromctrische Analyse ohne 

to Aufreinigung moglich wird. 

[0053] DNA hat ein polyanionisches Ruckgrat. Durch das 
Ersetzen von Phosphat-Briicken im DNA-Ruckgrat durch 
Phosphorothioat-Brucken erhalt man eine chemische Funk- 
tion, in welcher durch einfache Chemie die negative Ladung 

15 entfemt werden kann. Die Neutralisierung der DNA tragt 
dabei nicht nur zur Erhohung der Ionisierungsausbeute bei, 
sondem unterdriickl auch die Bildung von Addukten und 
tragt zur Stabilisierung der DNA im MALDI-ProzeB bei. 
[0054] Das Potential dieser Methode liegt einerseits in ei- 

20 ner Steigerung der Empfindlichkeit und Verminderung der 
Adduktbildung durch die implemenuerten Modifikationen, 
anderseits konnen in der MALDI Massenspcktromctrie se- 
lektiv bestimmte Substanzklassen bevorteiligt werden, wo- 
durch unerwiinschte Reaktionsnebenprodukte ausgeblendet 

25 werden konnen. 

[0055] In der Praxis heiBt dies, daB durch die eingefuhrten 
Modifikationen und die Wahl der massenspektrometrischen 
Parameter die relevanten Produkte exklusiv analysiert wer- 
den konnen. Die Templat-DNA kann beispielsweise voll- 

30 standig ausgeblendet werden und muB daher nicht in einer 
Aufreinigung entfernt werden. Dies erhoht auch die Mog- 
lichkeit der Multiplexierbarkeit. Das gesamte Verfahren 
kommt mit keiner oder sehr wenig Aufreinigung nach den 
enzymatischen und chemischen Reaktionsschritten aus. 

35 [0056] Es ist natiirlich auch hier moglich, die Reinigung 
durch den Einbau von Biotin am 5 -Ende der Primer zu ver- 
bessern. 

[0057] Durch entsprechendes Design der Primer, der 
Schnittfunktionen, und unterschiedlicher Distanzen zu den 

40 Punktmutationspositionen, die jedem Fachmann auf diesem 
Gebiet gelaufig sind, konnen auch mehrere Punktmutations- 
systeme simultan ("multiplex") analysiert werden. Diese 
konnen sogar an beiden DNA-Strangen des DNA-Doppel- 
strangs, d. h. in cntgegengesetzter Orientierung, analysiert 

45 werden, wodurch sich cine interne Kontrolle des Ergebnis- 
ses und damit eine hohe Analysensicherheit ergibt. 
[0058] Nicht nur die Analyse eines einzelnen PCR-Pro- 
dukts kann in multipler Weise durchgefiihrt werden. Eine 
Multiplex -Analyse kann auch mit einem Satz von mehreren 

50 PCR-Produkten gleichzeitig durchgefuhrt werden, die in ei- 
nem einzigen Multiplex-PCR- Verfahren vervielfaltigt wur- 
den. Verschiedene Teile eines Genoms werden dabei simul- 
tan in einer multiplexierten PCR amplifiziert. AnschlieBend 
kann an jedem PCR-Produkt mit der notwendigen Anzahl 

55 Primer die Analyse durchgefiihrt werden. Besonders einfach 
ist dieses Verfahren fur Basenzahl-gleiche Primerverlange- 
rungen. 

[0059] Fur Nucleotidzahl-verschiedene Primerverlange- 
rungen ist es wesentlich, daB alle Einzelanalysen mit der 

60 gleichen Kombination von Nucleotiden durchgefuhrt wer- 
den miisscn, bei Entwurf und Ausarbeitung der Mulliplex- 
analyscn ist daher hierauf Riicksicht zu nchmcn. Prinzipiell 
kann mit einer Kombination von maximal vier Nucleotidsy- 
stemen jede erwiinschte Information iiber die Mutationen in 

65 einer genomischen DNA abgelastet werden. 
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Patentanspriichc 

1. Verfahren zur massenspektrometrischen Analyse 
bekannter Mutalionsstellen in genomischer DNA 
durch das Verfahren dcr beschrankten, mutationsab- 5 
hangigen Primerverlangerung, dadurch gekennzeich- 
net, dass die zu verlangernden Primer in ihrer Nukleo- 
lidkette einen photospallbaren Linker enlhalten, der 
weder die Hybridisierung noch die enzymalische Ver- 
langerung wesentlich behindert, und dass der Linker 10 
vor der massenspektrometrischen Analyse durch Be- 
strahlung mit Licht gespalten wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass sich der Linker 3 bis 10 Basen vom 3*-Ende 
des Primers entfernt befindet. 15 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Linker aus der chemi- 
schcn Verbindungsklasse der o-Nitrobenzyl-Derivatc 
stammt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 20 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die Verlangerung 
durch Verwcndung eines Gcmischcs mit vicr Artcn von 
terminierenden Nucleosidtriphosphat-Derivaten er- 
folgt, so dass die Verlangerung immer nur um genau 
eine Base erfolgt. 25 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass Didesoxy-Nucleosidtriphosphate als tcrmi- 
nierende Nucleosidtriphosphat-Derivate verwendet 
werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 30 
durch gekennzeichnet, dass die Verlangerung mit ei- 
nem Gemisch aus nicht-terminierenden und terminie- 
renden Nucleosidtriphosphat-Derivaten so erfolgt, dass 
mutationsabhangig Langenunterschiede der verlanger- 
ten Primer von mindestens einer Base entstehen. 35 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Phosphatgruppe der 
Nucleotide des Primers zwischen dem Linker und dem 
3'-Ende sulfurisiert sind und dass die Phosphorothioat- 
Nuclcotidc vor der massenspektrometrischen Analyse 40 
alkyliert werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Verlangerung mit einem Gemisch aus vier 
Arten terminicrender Nucleosidtriphosphat-Derivate 
vorgcnommen wird, und dass im Masscnspektro meter 45 
die negativ geladenen Ionen gemessen werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass Didesoxy-Nucleosidtriphosphate als tenni- 
niercnde Nucleosidtriphosphat-Derivate verwendet 
werden. 50 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Verlangerung mit einem Gemisch aus vier 
Arten von terminierenden Nucleosidtriphosphat-Deri- 
vaten vorgenommen wird, bei denen das eingebaute 
Nucleotid wie die Phosphorothioat- Nucleotide des Pri- 55 
mers vor der massenspektrometrischen Analyse alky- 
liert wird, und dass im Masscnspektromcter die negati- 
ven Ionen gemessen werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass a-Thio-didesoxy-nucleosidtriphosphate 60 
als terminicrende Nucleosidtriphosphat-Derivate ver- 
wendet werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die terminierenden, a-Thionucleosidtri- 
phosphat-Derivate jeweils zusalzlich eine chemische 65 
Gruppe mit einer posi liven Ladung tragen. 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eines der Phosphorothioatnucleotide des 
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Vcrlangerungsprimcrs eine chemische Gruppe mit ei- 
ner positiven Ladung tragi. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sich die chemische Ladungsgruppe vom 
3-Endc aus gczahlt an der zweiten, dritten oder vicrten 
Nucleobase befindet. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der chemi- 
schen Ladungsgruppe um eine quartarc Ammonium- 
gruppe handelt. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Primer fiir die Pri- 
merverlangerung einen Anker zur Befestigung einer 
Ladungsgruppe tragen, die vor der massenspektrome- 
trischen Analyse befestigt wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Anker eine freie Aminogruppe tragt. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, daB fur die massenspektrometri- 
sche Massenbestimmung eine Ionisierung durch ma- 
trixunterstiitzte Desorption eingesetzt wird (MALDI). 

19. Verfahren nach einem dcr Anspriiche 7 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, daB eine Matrix eingesetzt wird, 
die nicht zur Ladungsiibertragung auf die zu messen- 
den DNA-Produkte beitragt. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Matrix a-Cyano-4-hydroxyzimtsau- 
remethylester verwendet wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, da- 
durch gekennzeichnet, dass das 5'-Ende des zu verlan- 
gernden Primers biotinylicrt ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Primer nach ihrer Verlangerung zum 
Reinigen von alien Bestandteilen der zum Verlangern 
benoligten Reaktionsfliissigkeit iiber das Biotin an 
oberflachenfixierte Streptavidin-Molekiile gebunden 
wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Steptavidin auf der Oberflache eines 
Probcntragers gebunden ist, der auch fur die weiterc 
massenspektrometrische Analyse verwendet wird. 

24. Probentrager fur die massenspektrometrische Ana- 
lyse nach einem der Verfahren aus Anspriichen 21 bis 
23, der in den Probcnbereichen mit oberflachenfixier- 
tem Streptavidin belcgt ist. 
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